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(54) Verfahren zur 5'-Cap-abhangigen Anreicherung von cDNAs 

(57) Der Erfindung betrlfft ein Verfahren zur Modifi- 
kation, Klonierung und Annplifikation von an ihrem 5' 
Ende voHst^ndlgen cDNAs, welches im wesentlichen 
dadurch gekennzetehnet 1st, daB die Erststrang-cDNA- 
Synthese in Gegenwart von Mangan^^-lonen durchge- 
fuhrt wird oder Mangan^"*" zeitlich versetzt als Additiv 
zugesetzt wird. Ausgelost durch die CAP-Struktur am 
5''Ende der revere transknbierten mRNA werden 
deoxy-Cytosine mit hoher Effizienz an das 3'Ende der 
cDNA angefugt. In einer bevorzugten Ausfuhrungsfomi 
wird im AnschluB an die Eretstrang-cDNA Synthese mit- 
hilfe von Temninaler Transferase ein kontroiliertes Ribo- 
nukleotid-Tailing durchgefQhrt. 
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Beschrelbung 

[0001] Die Erfindung entstammt dem Gebiet der Klonierung und Ampfrfilcation von Nukleinsauren und betrifft ein 
Verfahren zur Klonierung von am 5'-Ende vollstandigen cDNAs. 

5 [0002] Die molekulare Analyse von in vivo transkribierten messenger RNAs (mRNAs) erfolgt in der Regel durch 
Hersteltung und Klonierung von sogenannten cDNAs. Dazu wird eine zuvor isolierte, poly-adenyiierte mRNA unter Ver- 
wendung eines Oligo-dT-Primers zunSchst revers transkribiert, d.h. in eine einzetstrangige, zur mRNA komplementare 
cDNA umgeschrieben. AnschlieBend erfolgt mit dem Fachmann bekannten Methoden die Polymerisation eines zur ein- 
zelstrangigen cDNA komplementaren Zweitstranges, sodaB eine doppelstrangige cDNA entsteht. Nach Ampirfikation 

10 und Klonierung der cDNA oder Teilen der cDNA mil gangigen molekularbiol(^lschen Methoden (vgl. Sambook, Mol- 
ecular Cloning, Laboratory Manual, 2. Auflage, Kapitel 14) kann anschlieBend die Sequenz der mRNA bestimmt wer- 
den. Ein Nachteil dieser Methode liegt jedoch darin, daB die Identifikation und Klonierung von cDNAs, welche ein 
vollstSndiges 5'-Ende enthalten, selten oder nur mit einersehr geringen Effizienz gelingt Der Grund hierfur iiegt in einer 
ineffizienten Reversen Transkriptase Reaktion auf grund von sich ausbildenden intramolekularen Sekundarstrukturen 

15 sowie in einem haufig mengenmaBig begrenzten Ausgangsmaterial, dessen RNA Gehalt von nur unzurechender Qua- 
iitat isL en werterer Nachteil besteht darin, daB be! konventionelien Methoden aufgrund der Art und Weise derZweit- 
strangsynthese ein Verlust von terminalen 6*-Sequenzen der mRNA auftritt. 

[0003] Verschiedene Ansatze, die in der Vergangenheit zur Ubenwindung dieses Problems entwickelt wurden, 
haben steh darauf konzentriert, die am 5* Ende von vollstandigen cDNAs auftretende Cap-Struktur der mRNA als 
20 zusatzliches Selektionskritierium einzusetzen. Dabei handelt es sich urn einen tenninalen Guanosinrest. der an Posi- 
tion 7 methyliert und Ober eine 5'- 5' Binding mit der eigentiichen mRNA verknupft isl. 

[0004] Bei der "oligo capping" Technik (Maruyama and Sugaru, Gene 138, 171-174, 1994) wird die Cap Struktur 
zunachst durch eine geeignete Phosphatase-Behandlung enzymatisch entfemt und dunch ein Oligonukleotid ersetzt, 
welches durch einen geeigneten Ligationsschritt mit dem 5' Ende der mRNA verbunden wird. Diese Methode erfordert 

25 jedoch eine Vielzahl enzymatischer Schritte sowie eine groBe Menge von PoIy-A-mRNA als AusgangsmateriaL 

[0005] Ein anderes Verfahren, die Cap Finder-Methode (aontech, Clontechniques 11,1 (1996), Maleszka and 
Stange, Gene 202, 39-43(1 997)), basiert auf einer marginalen Terminalen Transferase Aktivitat der reversen Transkript- 
ase, die zu einem sogenannten Template switching Effekt fuhrt: Bei einer Erststrang cDNA Synthese werden unter 
geeigneten Bedingungen am 3' Ende der cDNA selektrv wenige deoxy-Cytosin-Reste durch die Reverse Transkriptase 

30 hinzugefugt Dadurch wird eine Ankersequenz fur ein sogenanntes Template switching Oligonukleotid mit einem aus 
Guanosin-Resten bestehenden 3 -Ende erzeugt, welches nach Hybridisierung an die Ankersequenz als Primer fOr die 
Zweitstrangsynthese der cDNA dient Allerdings ist die offensichtlk:h an der 7-Methyl-Guanosin-Cap-Struktur der 
mRNA beginnende Terminate Transferase-Aktivitat der Reversen Transkriptase, welche die Cytosin-Reste hinzufOgt, 
bisher nicht naher charakterisiert, sodaB auch der EinfluB von bestimmten Sekundarstrukturen des mRNA-Templates 

35 Oder des cDNA Endes auf die Template Switching Aktivitat zum Zeitpunkt der Erfindung nteht weiter bekannt war und 
die Reaktion nach dem Stand der Technik nur mit geringer Effizienz durchgefQhrt werden konnte. 
[0006] In einem altemativen Verfahren (WO 97/26368) erfolgt die Synthese einer geeigneten Ankersequenz mit- 
hilfe eines von der Reversen Transkriptase verschiedenen Terminalen Transferase Enzynns, wobei (anstelle von deoxy- 
Ribonukleotiden) zwei bis vier Ribonukleotide als Ankersequenz an das 3* Ende der Erststrang-cDNA angefugt werden. 

40 Diese Methode besitzt allerdings den Nachteil, daB die cDNASynthese nicht selektiv fur 5*-Cap aufweisende mRNAs 
durchgefuhrt werden kann. 

[0007] Die der Erfindung zugrunde llegende technlsche Aufgabe bestand demnach darin, ein weiteres Verfahren 
zur Modrfikation, Klonierung oder Amplifikation von cDNAs zu entwickein, mrt dem auf mSglichst einfache und effiziente 
Art und Weise cDNAs erhalten werden, die ein vollstandiges 5* Ende aufweisen. 
45 [0008] Diese technische Aufgabe wird dadurch gelost, daB die Temiinale Transferase-Reaktion zur Elongation der 
Erststrang-cDNA mit deoxy-Cytosinen durch eine Reverse Transkriptase sowohl in Gegenwart von Magnesium^*- 
lonen als auch in Gegenwart von Mangan^^-lonen durchgefuhrt wird. Die einzusetzende Mangankonzentration betrSgt 
dabei vorzugsweise 1-20 mM, und unter optimierten Bedingungen 8 mM. 

[0009] In einer AusfOhrungsform konnen die Mangan^^-lonen bereits wShrend der cDNA-Erststrangsynthese im 
50 verwendeten Puffersystem enthalten sein. Afternativ kann direkt nach einer in Abwesenhert von Mangan^^^-lonen 
erfolgten Erststrang-cDNA-Synthese eine Inkubation in Gegenwart von Mangan^'^-lonen erfolgen, wobei die ursprQng- 
Tich eingesetzte Reverse Transkriptase noch unter diesen Bedingungen aktiv ist 

[0010] Dabei entfeltet die reverse Transkriptase eine Tenninale Transferase-Akt'rvrtat, cfie zu einer effizienten Addi- 
tion von 2 bis 4 deoxy-Cytosinresten an den 3'-Terminus der neu synthetisierten cDNA fuhrt Diese Reaktion ist SuBerst 
55 effizient und zu dem abhSngig von der Anwesenheit der Cap-Struktur am 5'-Ende der mRNA Matrize. 

[0011] In beiden Ausfuhrungsformen bewirict das erfindungsgemaBe deoxy-Nukleotid-Tairing in Gegenwart von 
Mn2+-ionen nteht nur eine hohe Effizienz der Tailing-ReakBon. Gtek?hzeitig bleibt die Spezrfitat der Reaktion - die Addi- 
tion von zwei bis vier deoxy-Cytosinresten In Gegenwart einer ff-Cap-Slruktur an der m-RNA-Matritze - erhalten. 
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[0012] Beiiebige Reverse Transkriptase-Enzyme kdnnen verwendet werden, m\t der einzigen EinschrSnkung, daB 
das verwendete Enzym keine RNAseH Aktivitat aufweisen darf. 

[001 3] Als PrimerfQr die Erststrangsynthese wird vorzugsweise ein sogenannter "Ankerprimer" eingesetzt, webher 
aus zwei Teilen besteht Am 5'-Ende befindet sich eine sogenannte ■Ankersequenz", die als Targetsequenz fur PGR- 

5 Primer in zu einem spateren Zeitpunkt stattfindenden Amplifikationsreaktionen dienen kann. Das S'-terminale Ende 
besteht dagegen aus einer Sequenz, die mit der zu identifizierenden mRNA hybridisieren kann. Dabel kann as sich bel- 
spielsweise urn eine Oligo-cfr-Sequenz handeln, webhe mit dem poly-A-Schwanz 3'-Ende der mRNA hybridisiert 
[0014] In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird im AnschluB an eine erfindungsgemSBe cDNA Synthese in 
Anwesenheit einer von einer Reversen Transkriptase verschiedenen Terminalen Transferase die Erststrang-cDNA mit 

10 einem Ribonukleotidtriphosphat Oder vergleichbaren Derivaten wie beispielsweise 2*-0-Methyl- oder 2*-0-Amino- 
Nukleotidtriphosphaten umgesetzt, sodaB an ihrem 3' Ende eine Ankersequenz aus RibonuMeotid-Resten entsteht. 
Bei Einsatz eines bestimmten Ribonukleotid-Triphosphats wird die Reakfion als kontrolliertes RibonukleotidTailing 
(CTRT) bezeichnet Vorzugsweise handelt es steh bei dem venwendeten Ribonukleotid nicht um CTP; besonders vor- 
teilhaft ist die Verwendung von ATR 

75 [0015] Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind auch Verfahren, bei denen das Produkt der Umsetzung 
anschlieBend mit einem wefteren doppelstrSngigen NukleinsSuremolekOI, wetehes ein 3'-0berhangendes Ende besitzt, 
das komplementir zum 3'-Ende des Produkts der Umsetzung ist, verfounden wird. Als weitere doppelstrSngige Nukle- 
InsaunemolekOle eignen sfch beispielsweise DNA Vektoren oder aber kQrzere Adaptor-MolekOle, wetche Targetsequen- 
zen fur PGR Primer zur ansd^itieBenden Amplifikation aufweisen. 

20 [0016] AuBerdem konnen die eingesetzten doppelstrangigen Nukleinsauremolekule Sequenzen enthalten, die fur 
eine weitere Analytik nach erfolgter Amplfftkatbn hilfreich sind. Dazu gehdren beispielsweise zur In-vitro Transkription 
geeignete Promotorsequenzen wie die prokaryotischen T7-, T3-, oder SP6-Promotoren oder auch Restrikdonsschnitl- 
stellen, wobei setten auftretende Schnittsteiien fOr sogenannte "rare cutter" Enzyme wie beispielsweise NotI besonders 
bevorzugt sind. 

25 [0017] Vorzugsweise werden das weitere doppelstrangige Nukleinsauremolekul sowie das 3'-Ende des Produkts 
der oben genannten Umsetzung miteinander ligiert Dabei hat es sich herausgesteitt, daB die Hybridisierung des Adap- 
tors an die Erststrang-cDNA in Gegenwart von Standard-Ugationspuffem enthaltend DMSO besonders effizient ist, 
wobei Effizienzen von mehr ate 90% Prozent errefcht werden konnen. Konzentrationen von 5-10 Vol.% DMSO haben 
sich als vorteilhaft herausgesteitt Bei der Optimierung der Reaktion wurde eine Konzentration von 7,5 Vol% ermlttett. 

30 [0018] Dieser Schritt beinhaltet die eigentliche Seleklion von full-length cDNA-Molekulen, welche aufgrund der 
Wahl von Adaptoren oder Vektoren stattfindet, die spezifische S-OberhSnge besitzen. Diese UberhSnge sind im 
wesentrichen dadurch gekennzek^hnet, daB sie vollst3ndlg komplementar zum S'-Ende der eingangs synthetislerten 
full-length cDNA sind. Dies wird dadurch erreteht, daB der Uberhang im Falle einer Venivendung von ATP fur die Ter- 
minate Transferase Reaktion von 5' nach 3' aus 3 oder 4 deoxy-Thymidin-Resten gefoigt von 3 deoxy-^uanosinresten 

35 besteht 

[0019] Aufgrund der Tatsache, daB wahrend der Taiiing-Reaktion der Reversen Transkriptase und wShrend des 
kontrolRerten Ribonukleotid-Tailings nbht an jedem cDNA-MolekQI eine vollkommen identische Zahl an Nukleotidresten 
hinzugefugt wird, hat es sbh als vorteilhaft envlesen, wenn die eingesetzten Adaptoren aus einem Gemisch von Mole- 
kulen bestehen, deren 3*-Uberhange zwischen 3 und 4 deoxy-Thymidinresten sowie eventueli auch zwischen 3 bzw. 4 
40 deoxy-Guanosinresten variieren. 

[0020] Demzufolge ist auch ein Gemisch aus doppelstrangigen DNA-Adaptoren, enthaltend 3-Uberhange beste- 
hend aus 5'-dTa4dG3-3' Gegenstand der Erfindung. Ebenfaills Gegenstand der Erfindung sind Erststrang-cDNAis, wel- 
che ein nteht mRNA-Template codiertes 3*-Ende bestehend aus 5*-dC3^-rA3^-3* aufweisen. 

[0021] Bei der sich erfindungsgemaB anschlieBenden Ampfifikation mithilfe von PCR kann prinzlpiell zwischen 
45 mehreren MSglichkeiten unterschieden werden: 

A) Konstruktion einer cDNA-Genbank 

[0022] Zu diesem Zweck wird ein Primerpaar bestehend aus einem Adaptor-Primer und einem sogenannten 
50 Anker-Primer verwendet Der verwendete Adaptor- Primer ist, wie oben beschrieben, gegen die doppelstrangige 
Sequenz des DNA-Adaptomnolekuls gerichtet Der Anker-Primer dagegen entspricht mit seiner Sequenz dem Anker- 
teil, webher wShrend der Erststrang-cDNA-Synthese durch die Reverse Transkriptase Reaktion an das 5'-Ende der 
cDNA angefOgt wurde. Der auf diese Weise entstandene Pool von Amplifikatlonsprodukten enthSIt potentiell eine Viel- 
zahl verschiedener full-length cDNAs und kann nach den gangigen molekularbiologischen Methoden zur Generierung 
55 einer cDNA-Genbank verwendet werden. 

[0023] Ein schematischer Uberislick uber die erfindungsgem§Be Methode findet sbh in Abbikiung 1: Die Methode 
vereint die 5'-CAP abh§ngige Addition von 3-4 Cytosinresten an den 3*-Terminus von full-length" Erststrang-cDNAs 
durch die Reverse Transkriptase (RT) (1., unter erfindungsgemaBer Verwendung eines Manganchlorid-haltigen Reak- 
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tionspuffers) mit der Technik "controlled ribonucleotide tailing of cDNA ends" (CRTC) durch das Enzym Terminate 
Transferase und rATP (2.). Aufgrund des so entstandenen terminalen Sequenzmotivs (S'-dCQVA^) kann die "full- 
length' cDNA selektiv an einen doppeistrangigen DNA-Adaptor (S'-cTTs^ unter Verwendung von 74 DNA Ligase 
ligiert warden (3.). Diese Methode fuhrt zur spezrfischen Anreicherung von full-length" cDNAs die eine vollstandige 5*- 
Sequenz der mRNA enthalten. Nach einer geeigneten Amplifikation mrthrlfe von PCR kann im AnschluB daran eine 
cDNA-Bank konstruiert werden (5.2.). 



B) Isolierung und Amplifikation einer spezlfischen mRNA, Qber die eine partlelle Sequenzlnfbrmation vorliegt 

[0024] Als Primer zur Amplifikation werden in diesem Schritt ein sogenannter Adaptorprimer sowie ein mRNA- 
Primer verwendet Der Adapterprimer ist gegen den doppeistrangigen Berek:h des DNA-Adaptor-Moiekuls gerichtet. 
Der mRNA-Primer dagegen ist komplementar zu einem vorbekannten Sequenzabschnitt der m-RNA. Die auf diese 
Weise ertiattenen Amprrfikationsprodukte reprSsentieren cDNAs, die an ihrem 5'-Ende voilstandig sind, an deren 3*- 
Ende jedoch, je nach Wahl des mRNA- Primers, ein Sequenzabschnitt einer bestimmten Lange fehlL 
[0025] Fur den Fall, daB es sich be! der zu identifizierenden mRNA um eine schwach exprimierte Spezies handelt, 
kann Im Rahmen einer nested PCR mit einem weiteren Primerpaar, von denen wiederum ein Primer gegen die doppel- 
strangige Adaptor-Sequenz, sowie ein weiterer Primer gegen eine inteme Sequenz der mRNA gerichtet ist, emeut 
amprifiziert werden. 

[0026] In einer besonderen Ausf uhrungsform kann der Adaptor-Primer eine immobilisierbare Markierung, wie bei- 
spielsweise Biotin, enthalten, so daB die entstehenden Amplifikationsprodukle an eine mit Streptavidin beschichtete 
Festphase gebunden werden konnen. Auf diese Weise kdnnen die Amplifikationsprodukte beispielsweise durch direkte 
Sequenzierung einfacher analysiert werden. 

[0027] Gegenstand der Erfindung sind darOber hinaus auch Verfahren, bei denen die Amplifikation der cDNA mit 
einem mit einer immobilisierbaren Gruppe versehenen Primer durchgefuhrtwird. In einer atternatrven Ausfuhrungsform 
kann dagegen das doppelstrangige DNA-Adaptor-Molekul mit einer Immobilisierbaren Gruppe versehen sein. Dadurch 
kann das abhangig von der cDNA generierte Ampliflkatlonsprodukt zur weiteren Analytik an eine Festphase gekoppelt 
werden. 

[0028] Gegenstand der Erfindung sind ferner insbesondere auch Verfahren, welche dadurch gekennzeichnet sind, 
daB die Amplifikationsreaktion mehrfach durchgefQhrt wird. Diese mehrfache DurchfQhrung kann mit verschiedenen 
Amplifikationsprimern in Fomri einer nested PCR dunchgefuhrt werden. 

[0029] Gegenstand der Erfindung sind auch besondere Ausfuhrungsfbrmen des erfindungs-gemSBenVerfahrens, 
bei denen das Amplifikationsprodukt anschlieBend direkt sequenziert wird. 

[0030] Uber die genannten M5glichkeiten hinaus sind auch andere Amplifikationsmethoden Gegenstand der Erfin- 
dung, die auf speziellen Anatyseformaten wie beispielsweise Differential Display (WO 93/18176), Serial Analysis of 
Gene Expression (US 5,695,937) subtraktrver Hybridisierung (Wang et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA 88: 1 1505 (1 991)) 
Oder linearer Anriplifikation mithilfe von T7-RNA-Pdlymerase beruhen. 



Kurzbeschreibung der Abbildungen 



[0031] 

Abb. 1: Uberstehtsschema zur Methode der Cap-selekb'ven CRTC 

Abb. 2: Erststrang cDNA-Synthese: 5'-CAP-abh3ngige Terminate Transferase Aktivitat einer Reversen Transkript- 

ase in Gegenwart von Manganchlorid 

Abb. 3: 5*-CAP abhSngige Temninale Transferase-Aktivttat mit verschiedenen reversen Transkriptasen 

Abb. 4: Mangan-Abhangigkeit der Terminalen Transferase-AktivitSt von Reverser Transkriptase 

Abb. 5: Kontrolliertes Ribonukleotid tailing mit rATP 

Abb. 6: Seiektive Ligation von full-length cDNA 

Abb. 7: ErfindungsgemSBe Amplifikation mit Hilfe von PCR 

Abb. 8: Direkte Sequenzierung von erfindungsgemaB amplrfizierter cDNA 



Beispiele 

Beispiel 1: 5'-CAP abhSngige Terminate Transferase-Aktivitat der Superscript^ RT 

[0032] Die Terminate Transferase-Aktivitat der Superscript™ RT (Gibco BRL) wurde unter den folgenden Bedin- 
gungen mit einer in vitro transkriblerten 226nt RNA (p-Globin aus Kaninchen, GenBank V00882, Fragment (Pos. 633* 
1335) in pBlueScript KS kloniert zwischen Kpnl und EcoRI, T3 Transkription, Termination durch Ncol-Verdau des Plas- 
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mids mit wahlweise mit nach Standardmethoden erzeugten 5'-CAP (1 ; 4), 5 -Phosphat (2; 5) Oder 5'-OH (3; 6) Termini 
getestet 
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10)il (8ng/fil) RNA 


t89ng] 


(1>iM) Oligo (32pHTiark.) 


[O.OS^M each] 


4iil (5x) RT-Puffer 


[50mlM Tris-CI B.3, 75ml^ KCI. 3ml^ MgClz] 


(lOOmM)DTT 


[5mM) 


1^1 (20x) MnClg-Puffer 


[8mM l^nClgJ 


l^il(IOmM) dlSTTPs 


[0.5ml^] 


(40u4il) RNAse Inhibitor 


[40units] 


^\^\ (200u/|il) Superscript!!^ 


[200units] 


Gesamtvotumen: 20 |iJ 



20 [0033] Als Oligonukleotid wurde ein p-Globin-spezlfisches 5 -terminal 32P-marl<iertes 20mer verwendet (GenBanlc 
V000882, Nukleotid Pos. 661-680). 

[0034] Vor Zugabe des Enzyms wurden die Reaictionsansatze 3 min. bei 80** C denaturiert und 3 min. bei 4"" C 
abgeschreclct. Nach Zugabe des Enzyms wurde fOr 60min bei 42" C inlcubiert AnschlieBend wurden die Realctionspro- 
dukte auf elnem 1 0% Polyacrylamid/8M-Hamstoff Gel aufgetrennt und auf einem Phosporlmager quantifiziert. Als l_an- 

25 genkontrolle diente eine Sequenz, die mit demseiben Oligonukleotid von elnem kionierten Fragment des Globin-Gens 
generiert wurde. Das Ergebnis ist in Abb. 2 dargesteliL Im RT-Puffer ohne Mangan-Zusatz (1 -3) ist die Transferase Akli- 
vitat auf die Addition eines Nukleotids beschr^nkt; die Reaktion erfolgt mit hoherer Prozessivitat bei einer mRNA Vor- 
lage mit einem 5'-CAP Temiinus (1 , 73 % +1) im Verglech zu 5'-OH (2, 57% +1) oder 5'-Phosphat (3, 22% +1). Im 
Gegensatz dazu ist bei Verwendung eines Manganchlorid-haltigen Puffersystems (4-6) die Transferase Aktivitat der 

30 reversen Transkriptase nicht nur abhangig von der CAP-Struktur am 5'-Temiinus des mRNA Templates, sondern auch 
wesentrich effizienter. Der Anteil der Molekule mit mehr als +2nt betragt 91%. Bei 5*-GAP Temiini (4) betrSgt er 49%fQr 
+3nt und 42% fur +4nt. gegenQber 57% +1 nt und 39% 43nt bei 5*-Phosphat (5) und 40% +1 nt, 22% +2nt und 34% +3nt 
bei 5*-OH Termini (6). 

[0035] Alternativ dazu wurde Manganchlorid in einer Endkonzentration von 10 mM erst nach der cDNA Synthase 
35 hinzugesetzt, bevor die Reaktionsansatze fOr weitere 1 0 min inkubiert wurden. Dabei wurden in Bezug auf die Effizienz 
der Tailing-Reaktion keine signifikanten-Unterschlede im Vergleich zur Zugabe von Manganchlorid zu Beginn der Reak- 
tion festgestellt 

Beispie! 2: 5'-CAP abhangige Terminate Transferase-AkBvitat Vergleich verschiedener RTs 

40 

[0036] Das in Beispiel 1 dargestellte Experiment wurde mit verschiedenen Reverse Transkriptase Enzymen wie- 
derholt Das Ergebnis ist in Fig. 3 dargestellt. Dabei wurden RTs mit und ohne RNaseH-Aktivitat [Mu-IMLV (3.4) und 
AM V (5,6) bzw. Expancf™ RT (1 ^) und Superscript™ (7, 8)] in bezug auf Terminate Transferase-Aktivitat bei cDNA Syn- 
these mit einer 5'-GAP mRNA Voriage miteinander verglichen. Dazu wurde der jeweilige Reaktionspuffer des Herstel- 
45 lers entweder original (1 . 3, 5, 7) oder mit 8 mM Manganchlorid als Addltiv (2. 4, 6, 8) getestet. Nur bei den RNaseH- 
defizienten Enzymen konnte eine Manganchlorid abhangige Transferase Aktivitat festgestellt werden. Dabei unter- 
scheiden sich Superscript™ und Expand™ RT lediglich geringfOgig bezuglich Effizienz im Einbau von 3 oder 4 Cytosin- 
resten (Expand™ RT (2): +3 43%, +4 31%; Superscript™ (8): +3: 8%, +4: 81%). 

50 . Beispiel 3: Temninale Transferase-Aktivitat der Expand™ RT: Manaan-Anhanaigkeit 

[0037] Das in Beispiel 1 beschriebene Experiment wurde wie in Rg. 4 dargestellt mit Expand Reverser Transkript- 
ase™ (Roche Molecular Biochemicals) und verschiedenen Manganchlorid-Konzentrationen (OmM (1), 2mM (2), 4mM 
(3), 8mM (4), lOmM in einer zusatzlichen 15min Inkubation nach cDNA Synthase (5)) wiederholL Dabei wurden fol- 
55 gende Effizienzen bezQglfch des Einbaus eines 3. und 4. Nukteotids emnittelt: 23% (OmM), 43% (2mM), 63% (4mM), 
73% (8mM), 70% (lOmM. Post-!nkubation). 
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Beispiel 4: rATP-taifinq mit terminaler Transferase CRibo-tailinQ') 

[0038] Nach einer geeigneten Aufreinigung (Roche Molecular Biochemicats High pure Purification Kit) wurde die 
erfindungsgemSB synthetisierte cDNA aus Beispiel 1 in folgendenn Realctionsansatz fur 30 min bei 30min 37°C inku- 
biert: 



20^1 cDNA 




6|il(5x)TdT-Puffer 


[200mM K-Cacody!ate, 25mM Tris-CI 6.6. 0.25mg/ml BSA] 


3|il (25mM) C0CI2 


[2.5nfiiyA] 


0.5nl(10mM)ATP 


[167^M] 


0.5|iil (25u/^il) Terminale Transferase 


[I^Sunits] 


Gesamtvolumen: 30 ^ 



[0039] Zur Analyse der Effizienz der Reaktion wurde das Experiment ansteile von cDNA nnit ernem ^P-markierten 
20 deoxy-Oligonuk|eotid (20mer) bei glebhen Reaktlonsbedingungen wledertioiL Das Ergebnis 1st in Rg. 5 dargesteitt: Die 
Reaktionsprodukte wurden auf einem 20% Polyacrylamid/8M-IHamstoff Gel aufgetrennt und auf einem Phosporimager 
quantifiziert Dabei wurde die Gesannteffizienz von 94% der Reaktton in Bezug auf die Addition von 3 (64%), 4 (25%) 
Oder 5 (5%) Adenosln-Resten ermrttelt. 

25 Beispiel 5: Selektive Ligation an den Adaptor 

[0040] Nach einer Standard-Ethanolprazipitation wurde die zuvor mit Terminaler Transferase behandelte cDNA in 
1 5^1 Wasser resuspendiert und mit einer Population von Adaptomnotekulen ligiert: Die Adaptoren bestanden aus einem 
doppelstrSngigen Bereich von 50 Basenpaaren mit einem 6-7-Nukleotid'-3' Uberhang von [S'-T^ Ga-Sl- Der Ltgations- 
30 ansatz setzte sich wie folgt zusammen: 



13^1 


ATP^alledcDNA 




2^1 (50ng/|xl) 


56/57bp-Adaptor 


[100ng, 3pmoq 


2fil (10x) 


Ligationspuffer 


[66mM Tris-CI 7.5. 5mM MgClg. 1mM DTT, 1mM ATP] 


1.5^1 


DMSO 


[7.5 Vol %] 


1.5jil (1u/|jlI) 


T4 DNA Ligase 


[1 .5units] 


Gesamtvolumen: 20 )i\ 



[0041] Nach Inkubation fur 5 min 37**C und 2min bei 24^*0 zur selektiven Hybridisierung des AdaptorObertiangs an 
45 das 3*- getailte Ende der cDNA wurde der Ansatz fOr 1 6h bei 1 6**C zur Ligation inkubiert. 

[0042] Die Selektivitat der Ligation an den Adaptor wurde ebenfalls in einem Assay mit ^P- markiertem Oligonu- 
kleotid (20-mer) getestet. Das Ergebnis ist in Rg. 6 dargestellL Dabei wurden Oligonukleotide mit "kompatlblen" (3'- 
CCC, 1-4) und 'inkompatiblen' {3 - AGC, 5-8) 3'-Temiini verglfchen. Die Oligonukleotide (1 bzw. 5) wurden nach rATP- 
Tailing wie in Beispiel 4 beschrieben (1 bzw. 6) in einem Standard-Ligatlonsansatz mit T4 DNA Ligase (3 bzw. 7) oder 
so mit DMSO (7.5% v/v) als Additiv (4 bzw. 8) an den Adaptor [5'-G3T3 J ligiert. Die Reaktionsprodukte wurden in einem 
15% Polyacrylamid/8M-Hamstoff Gel aufgetrennt und auf einem Phosporimager quantifiziert. Dutch die Addition von 
DMSO (4) werden 93% (gegenOber 77% unter Standarcfoedingungen, 3) der cDNA Fraktion mit korr^atiblen 3*-Tennini 
ligiert DarOber hinaus sind die Ligationsbedingungen selektiv, d.h. selbst MolekQIe, die mit einem C tenminieren. wer- 
den unter diesen Bedingungen nur zu 1 4% (7) bzw. nur zu 8% (8) bei Verwendung von DMSO im Puffer ligiert Dadurch 
55 wird die selektive Anreicherung von volist3ndigen cDNAs erhoht. 
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Beispiel 6: Amplrfikation einer effindunasaem5B h eraestellten und modifizierten. humanen GAPDH-cDNA im Veroieich 
?Mr Ampllfiicatipn durch 5 -RACE 

[0043] Ausgehend von unterschiedlichen Mengen eIner poly-A+ mRNA (lOng, 2,5 ng, 0,5 ng, 100 pg, 20 pg) iso- 
5 liert aus der humanen Zelllinie MOLT-3 (ATCC-Stammsammlung No, CRL-1552) wurde gemaB Beispielen 1, 4 und 5 
eine erfindungsgemaBe cDNA-Synthese mft deoxy-Cytosin-Tainng, eine tenminale Transferase Reaktion mit rATP 
sowie eine Ligation mit einem erfindungsgemaBen Adaptor durchgefuhrt. 

[0044] AnschlieBend wurde zur spezifischen Amplifil<ation von G APDH eine PCR-Reaktion unter folgenden Bedin- 
gungen durchgefOhrt: 





2mI 




Aliquot der Ligation aus Beispiel 5 


15 


1^1 (50|il^) 


Primer STI-2 


[IHM] 




(50|iM) 


Primer GAPDH-2/M 


[1HM] 




(lOmM) 


dNTTPs 


[0.5mM] 




5|il (10x) 


Expand™-Puffer 


[Roche Molecular Biochemicals, enthaltend 1.5mM Mg**] 


20 


39.5jil 


HgO 






0.5^1 (3.5u/til) 


Expand™ 


[Roche Molecular Biochemicals] 




Gesamtvolumen: 50 |il 



25 



30 



35 



Thennozyklen:: 


1x 


30sec 


72*^0 




Ix 


3min 


94^C 




35x 


20sec 


94°C 






30sec 


64^C 






40sec 


72*»C 




Ix 


5min 


72''C 



40 [0045] Dabei handelte es sich bei GAPDH-2M um einen 24mer entsprechend Nukleotidposition 83-106 aus Exon 
4 (GenBank Acc. No. J04038) des GAPDH-Gens mit einem errechneten Schmelzpunkt Tm von ca. 70*0. Der STI-2 
Primer besaB eine Lange von 20 deoxy-Nukleotiden und einen en^echneten Schmelzpunkt Tm von ca 69*^0. In paralle- 
\en AnsStzen wurde unter Verwendung der glefchen Amplifikationsprimer GAPDH gemSB dem Amplifikaljonsprotokoll 
des aus dem Stand der Technik bekannten 5'-RACE Verfahrens (Frohmann, M. (1994) PGR Methods and Appfk:ations, 

45 4, 540-558) ampliflziert. 

[0046] Die PCR-Produkte wurden in einem 1 .25% Agarosegel aufgetrennt und densitometrisch ausgewertet Wie 
dem in Rg. 7 dargestellten Ergebnis zu entnehmen 1st, ist die die Sensitivitat der erfindungsgemaBen Methode im Ver- 
gleich zu 5'-RACE gemaB dem Stand der Technik deutlfch erhSht. 

so Beispiel 7 Direkte Sequenzierunq des PCR-Amplifikats nach Enhanced-CRTC 

[0047] Das erfindungsgemaB erhattene Anripfifikationsprodukt aus Beispiel 6 wurde entsprechend dem Prinzip der 
dideoxy-Methode wie In Schmrlt und Muller, Nud. Acids Res. 24. 1789-1791 (1996) beschrieben, m'rt einem IRD800- 
Fluoreszenz-markiertem GAPDH Primer entsprechend Nukleotidposition 78 bis 97 aus Exon 3 des GAPDH Gens 
55 (GenBank Acc. No. J04038, Ercolani L, Florence B., Denaro M., Alexander M.; "Isolation and connplete sequence of a 
functional human gtyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase gene"; J. Biol. Chem. 263:15335-15341 (1988)). in Rkh- 
tung des Transkriptionsstarts sequenziert. Wie in Fig. 8 dargestellt, eriaubt die Sequenz die exakte Zuordnung des 
Transkriptionsstarts (Pfeil) des humanen GAPDH-Gens. 
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1. Veifahren zur Modifikation, Klonierung Oder Amplifikation einer cDNA, dadurch gekennzeichnet, daB die Erst- 
strang-cDNA-Synthese In Gegenwart von Magnesium^'*"-lonen und Mangan^*-lonen durchgefOhrt wird. 

2. Verfahren zuft^odifikation, Klonierung oder Amplifikation einer cDNA, dadurch gekennzeichnet, daB direkt nach 
der Erststrang-cDNA-Synthese die cDNA in Gegenwart von Mangan^'*'-lonen inkubiert wird. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1-2. dadurch gekennzeichnet, daB die Mangan^'^-lonen-Konzentration wahrend der 
cDNA-Synthese mindestens 1 mM aber hochstens 20 mM ist. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB inn AnschluB an die cDNA-Synthese die cDNA 
in Anwesenheit von temiinaler Transferase mrt einem Ribonukleotid-Triphosphat oder einem modrfizierten Nukleo- 
tid-Triphosphat umgesetzt wird. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzerchnet, daB das Prochjkt der Unnsetzung mit einem werteren doppel- 
strangigen Nukleinsauremolekul mrt einem 3' Qberhangenden Ende, welches komplementdrzum 3' Ende des Pro- 
dukts der Umsetzung ist, verbunden wird. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das weitere Nukleinsauremolekul ein DNA Vektor- oder 
ein AdaptormolekQI ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 5 bis 6, dadurch gekennzerchnet, daB das weitere NukleinsauremblekDI an das 3'-Ende 
des Produkts der Umsetzung ligiert wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB die Ligation in Gegenwart von 5 bis 10 Vol% DMSO 
durchgefuhrt wird 

9. Verfahren nach Anspruch 8, daduich gekennzeichnet, daB die spezifische Ligation mit einer Effizlenz von grSBer 
als 90 % durchgefuhrt wird. 

10. Verfahren nach einem der AnsprOche 7 bis 9, dadurch gekennzebhnet, daB die Amplifikation mit einem mit einer 
immobilisierbaren Gruppe versehenen Primer amplifiziert wird. 

11. Verfahren nach Anspruch 7 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB das verwendete doppelstr^gige DNA-Adapter- 
molekQI mit einer innmobilisierbaren Gruppe v2ersehen ist 

12. Verfahren nach Anspruch 10 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Ampliflkationsreaktion mehrfach durchge- 
fQhrt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 7 bis 12, dadurch gekennzechnet, daB eine nested PGR durchgefOhrt wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB das AmpRfikationsprodukt direkt sequenziert 
wird. 

15. Gemisch aus doppelstrangigen DNA-Adaptoren, enthaltend 3'-Uberh3nge bestehend aus 5'-dT34dG3-3'. 

16. Erststrang-cDNA gekennzefehnet durch ein nicht mRIMA-Template codiertes 3*-Ende bestehend aus S'-dCs^-rAa. 
4-3*. 
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Fig. 1 



m'G(5')ppp(5')« 
CAP 



poly(A) 

^ \ 



Oligo(dT)V Anker 



1. ERSTSTRANG cDNA SYNTHESE 
(Reverse Transkriptase; MnClj-Puffer) 



3.Q,^CCC(C)« 



2. RIBONUKLEOTID-ANHANGUNG mit rATP 
(Teiminale Transferase) 



2'.3' OH 



(A)AAACCC(Q- 



3. SELEKTIVE LIGATION vollstandlger cDNA 
(T4 DNA Ugase) 



dsDNA Ada ptor 

I^AAACCC(C) 




4. PGR AMPUFIKATION 
(Taq DNA Polymerase) 



Adaptor-Primer 
© ► 



mRNA-Primer Anker-Primer 



5.1 Direkte Festphasen-Sequenzierung 
Oder 

5.2 cDNA-Bank Konstruktion 
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Fig. 2 



m^G(S')ppp(5') poly(A) 

CAP . "^^S, 

Oligo(clT)V Anker 



3.QI^CCC(C)- 
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Fig. 3 



m"G(S')ppp(S') ^ly(A) 
CAP ^ 



I 



Oligo(dT)V Anker 



3.Qj^CCC(C)« 
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Fig.4 



CAP , "^^N, 

Oligo(dT)V Anker 



i 



3.Q,^CCC(C)« 



T C 1 2 3 4 5 
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Fig. 5 



3'OH CCC(C) 

i 

(A)AAACCC(C) 



C rATP 
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Fig. 6 
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F/g.7 



Adaptor-Primer 




< 

mRNA-Primer 



VerstSrkte-CRTC y-RACE 




10.00 ZSD 0.50 0.10 0.02 

ng [polyAf RNA] 
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